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摘 要：从土壤中分离睾酮丛毛单胞菌，提取其基因组 G.)，HIJ 扩增 E!2羟类固醇脱氢酶（E!2KLG）基因。以质粒

M5/2349 为载体，构建 E!2KLG 的原核表达系统。经 NH/O 诱导后，得到了具有酶活性的融合蛋白，细菌总蛋白的表达

量为 #FBE+PQ，其中融合酶蛋白占 31F!R，活性达 3FE$ S 3#4TPQ。利用融合蛋白 . 末端的 K8,2-7+，经金属螯合亲和层

析纯化后，得到了纯度较高的融合酶蛋白，酶蛋白的得率为 1$R，比活性为 3A!FBTP6+。凝血酶切除 K8,2-7+ 后，经质

谱鉴定，重组蛋白的分子量为 "1F4=G，与理论推测值基本相同。"4U以雄酮为底物，以 .)GV 和 -D8&2.)GV 为辅因子

时，融合蛋白参与酶促反应的最适 MK 分别为 3#F4 和 AF!。EBU条件下酶促反应较快，"4U时的反应速度只有 EBU
时的 4"R，W3#（"4U X E4U）为 3FB。"4U、MK3#F4、以雄酮和各级胆汁酸为底物、.)GV 为辅因子时，融合酶蛋白的动力学

常数 Y6 位于 !F" X 43F3"6&’PQ 范围内。融合酶蛋白发挥催化作用并不需要金属离子的参与，而 Z0E V 、Z0" V 、[?" V 则

抑制酶活性，反应体系中加入 5G/) 也并不影响酶的活性。活性和纯度均较高的融合蛋白 E!2KLG 的获得及其生物

学性质的研究，为血清总胆汁酸酶循环法测定的建立奠定了基础。
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E!2羟类固醇脱氢酶（E!2K;:\&];,-0\&8: :0D;:\&+02
?7,0，E!2KLG，5(I(3F3F3F4#）是睾酮丛毛单胞菌分泌

的一种类固醇脱氢酶，由 "4$ 个氨基酸残基构成，理

论分子量为 "1F!=G。E!2KLG 可作用于多种类固醇

基质，可逆地催化 I3A X "B 类固醇 E 位羟基P酮基的氧

化还原［3］。胆汁酸是 E!2KLG 的作用底物之一，临床

上用 E!2KLG 作为工具酶来测定人血清中的总胆汁

酸（/&-7’ 98’0 7@8:,，/^)）浓度。目前，/^) 测定中所

用的工具酶 E!2KLG 均从睾酮丛毛单胞菌中直接提

取而来。天然 E!2KLG 提取工艺复杂，需经过多步层

析和制备性等电聚焦电泳技术来纯化［"］，步骤繁琐，

纯化过程中伴有酶活性的丢失，酶蛋白的得率低，使

得天然 E!2KLG 价格昂贵，在一定程度上限制了 /^)
测定的临床推广。本研究在 E!2KLG 的原核表达系

统中成功诱导表达得到了具有酶活性的融合蛋白，

利用 M5/349 质粒编码融合蛋白 . 端的 K8,2-7+ 经

.8" V 2L0MD7\&,0 柱进行金属螯合亲和层析，得到了纯

度较高的融合酶蛋白 E!2KLG。本文对 E!2KLG 的表

达、纯化和酶学性质进行了初步研究，可望为融合

E!2KLG 的临床应用奠定基础。

# 材料和方法

#$# 材料

#$#$# 菌种、质粒和试剂：大肠杆菌（!"#$%&’#$’( #)*
+’）GK4!由北京大学第一医院卜定方教授提供；质

粒 M5/2349 由首都儿科研究所伏谨老师惠赠；HIJ
引物由北京奥科生物技术有限责任公司合成；,(-
G.) 聚 合 酶、限 制 性 内 切 酶、! ( #)+’ ^Q"3（G5E）

MQ;,L 购自 H\&60+7 公司；异丙基硫代2#2G2半乳糖苷

（NH/O）、核酸及蛋白质分子量标准购自华美生物工

程公司；雄酮、胆酸、脱氧胆酸、石胆酸、胆酸甲酯、甘

氨胆酸、牛磺胆酸、牛脱氧胆酸、鹅脱氧胆酸、牛鹅脱

氧胆酸、甘氨鹅脱氧胆酸均为 L8+67 公司产品；H\&2
9&?: J0,8? 购自 N?_8-\&+0? 公司。

#$#$% 基因来源菌：睾酮丛毛单胞菌由本实验室从

土壤中分离获得。

#$#$! 基因工程菌：基因工程菌 ! ( #)+’ ^Q"3（G5E）

MQ;,L 由本实验室构建、保存［E］。

#$% 融合蛋白 !!"&’( 的表达

将基 因 工 程 菌 ! ( #)+’ ^Q"3（G5E）MQ;,L 于

EBU、含氨苄青霉素（4#"+P6Q）和氯霉素（E!"+P6Q）



的 !" 培养基中进行培养。细菌生长至 !"#$$为 $%#
时，加入终浓度为 &’’()*! 的 +,-.，诱导融合蛋白

/!0123 的表达。收集细菌沉淀，超声破碎细菌后，

离心收集上清。

!"# 融合蛋白的纯化和鉴定

,4(5(67 89:;6 装柱，加入 < 倍柱床体积的去离

子水进行淋洗，< 倍柱床体积 2=>4= "?@@94（A$’’()*!、

B1C%D 磷酸盐缓冲液、$%<’()*! E>F)）平衡柱床。细

菌裂 解 液 上 清 过 $%D<"’ 孔 径 的 膜 后 上 柱，用 含

$ G $%<’()*!咪唑的溶液进行线性梯度洗脱，流速为

&’!*’;6。收集具有酶活性的蛋白峰，脱盐并更换缓

冲液为 $%<’()*!、B1H%$ -4;:01F) 缓冲液，超滤浓缩

后保存。&$I2320,J.K，考马斯亮兰染色鉴定纯化

的融合蛋白，并测定其酶活性和蛋白含量。

!"$ 酶活性测定

A<L下测定融合蛋白的酶活性［/］。

!"% 蛋白质浓度测定

采用微量双缩脲法测定蛋白质浓度［D］。

!"& 酶学性质

!"&"! 酶的最适 B1 值和 B1 稳定性：在不同 B1 的

反应体系中测定融合蛋白的酶活力，观察酶促反应

的最适 B1。另将一定量的酶液分别置于一系列不

同 B1 的 $%<’()*! -4;:01F) 缓冲液中，/CL放置 AM，

测定其对应的剩余酶活力，观察酶的 B1 稳定性。

!"&"’ 温度对酶活性的影响和酶的热稳定性：在不

同温度下测定融合蛋白的酶活力，观察温度对酶活

性的影响。酶液在 B1 H%$、$%<’()*! -4;:01F) 缓冲液

中于不同温度下保温 AM，测定其对应的剩余酶活

力，观察酶的热稳定性。

!"&"# 动力学常数 #’ 的测定：取一定量的酶液与

不同浓度的底物，在 A<L以 EJ3N 为辅因子的条件

下进行反应，测定反应速度，用 !;69O9>4 "?4P 作图法

求出不同底物存在时融合酶蛋白的 #’ 值。

!"&"$ 金属离子和螯合剂 K3-J 对酶活性的影响：

在不同反应体系中分别加入终浓度为 &’’()*! 的各

种金属离子和 &’’()*! 的 K3-J，测定酶活力，以未

加入金属离子（!;A N 、Q9A N 、F(A N 、F?A N 、Q9/ N 、R6A N 、

S6A N 、E;A N 、F>A N 、RTA N 、UN 、E>N ）的酶液的活性为

&$$I，观察金属离子和 K3-J 对酶活性的影响。

!"&"% 电喷雾离子源质谱（K2+0R2）测定分子量：用

凝血酶消化纯化后的融合蛋白，将 E 末端的 1;:0=>T
序列 切 除，反 应 体 系：D’’()*! 异 柠 檬 酸、A’’()*!
R62VD、&$$W 凝血酶和 &$"! 酶液（C%H’T*’!），/CL

消化 AM。将消化产物 &$I 2320,J.K，考马斯亮兰

染色，切下正确的条带，用 "4?P94 K2XW+8K0!F*R2
液相色谱0质谱联用仪测定 /!0123 的分子量。

’ 结果

’"! 融合蛋白的表达、纯化和鉴定

+,-. 诱导后，细菌总蛋白的表达量为 $%C/T*!，

其中融合酶蛋白占 &#%DI，活性达 &%/Y Z &$<W*!。

融合酶蛋白经纯化、脱盐、超滤浓缩后，酶蛋白的得

率为 #YI，比活性为 &HD%CW*’T。
纯化后的融合酶蛋白经 &$I2320,J.K，考马斯

亮兰染色后显示为分子量约 AHP3 的单一条带，凝血

酶切除 E 端的 1;:0=>T 后，重组 /!0123 在电泳图谱

上显示分子量约为 ACP3 的条带（图 &）。

图 ! #!()*+ 的表达与纯化

Q;T[& V\949]B49::;(6 >67 B?4;@;^>=;(6 (@ @?:;(6 /!0123
R[,4(=9;6 ’()9^?)>4 ’>:: ’>4P94；&%-(=>) ^9)) )_:>=9 :?B946>=>6= (@ =M9
M(:= 5>^=94;> O;=M(?= +,-. ;67?^=;(6；A%-(=>) ^9)) )_:>=9 :?B946>=>6= (@ =M9
M(:= 5>^=94;> O;=M <M (@ +,-. ;67?^=;(6；/%2>’B)9 )(>7 @)(O0=M4(?TM；

D%Q?:;(6 /!0123 O;=M 1;:0=>T 9)?=97 @4(’ 6;^P9)029BM>4(:9 ^()?’6；

<%89^(’5;6>6= /!0123 O;=M(?= 1;:0=>T（>@=94 =M4(’5;6 ^)9>\>T9）[

’"’ 酶的基本特征

’"’"! 最适 B1 和 B1 稳定性：A<L以雄酮为底物

时，酶促反应的最适 B1 因辅因子的不同而不同：以

EJ3N 为辅因子时，最适 B1 为 &$%<，而以 -M;(0EJ3N

为辅因子时，最适 B1 则为 H%D。另外，/CL以雄酮

为底物、EJ3N 为辅因子时的最适 B1 也为 &$%<。融

合酶蛋白在 B1H%$ 时保存最稳定，在 B1Y%< G H%< 范

围内 /CL保温 AM 后，酶活力仍能保持原来的 Y$I
左右。

’"’"’ 温度对酶活力及其稳定性的影响：/CL条件

下酶促反应较快，A<L时的反应速度只有 /CL时的

<AI，X&$（A<L G /<L）为 &%C。在 AM 试验中，该融合酶蛋

白在 /CL以下较稳定，但在更高的温度下变得不稳

定：D$L 保 温 /$’;6，酶 活 性 即 下 降 约 <$I，C$L
/$’;6 内酶活性已全部丧失。
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!"!"# 动 力 学 常 数 !! 的 测 定："#$、%&’()# 以

*+,- 为辅因子的条件下，不同底物存在时，融合酶

蛋白的 !! 值不同（表 ’）。"#$、%&’()# 以雄酮为

底物，*+,- 为辅因子时，融合酶 蛋 白 的 !! 值 为

’..).!!/012，而以 345/6*+,- 为辅因子时的 !! 值为

’"#).!!/012。

表 $ 不同底物存在下融合酶蛋白的米氏常数 !%

37809 ’ :5;9<5= =/;><7;<> ?/@ ?A>5/; B"6&C, D5<4 E7@5/A> >A8><@7<9>

CA8><@7<9>

!!1（!!/012）

FA>5/;
%@/<95;

*7<A@70
9;GH!9［#］

I9=/!85;7;<
9;GH!9［J］

+;K@/><9@/;9 BL)’ ".). B’)’

M4/05= 7=5K ’L). B()’ ’N).

,9/OH=4/05= 7=5K .)" .)"

25<4/=4/05= 7=5K #’)’

M4/05= 7=5K !9<4H0 9><9@ "()L

37A@/K9/OH=4/05= 7=5K #)"

P0H=/=4/05= 7=5K L)B

37A@/=4/05= 7=5K ’Q)’

M49;/K9/OH=4/05= 7=5K ’.)’

P0H=/=49;/K9/OH=4/05= 7=5K "J)L

37A@/=49;/K9/OH=4/05= 7=5K "")B

!"!"& 金 属 离 子 和 螯 合 剂 对 酶 活 性 的 影 响：除

F9B - 、F9" - 、R;" - 抑制酶活性外，其余金属离子基本

不影响酶的活性，反应体系中加入 S,3+ 也并不影

响酶的活性。所以，融合酶蛋白发挥催化作用并不

需要金属离子的参与。

!"!"’ 质谱结果：凝血酶切除融合蛋白 * 末端的

&5>6<7T 序列后，经 U@AV9@ SCWXYIS62M1ZC 液相色谱6
质谱联用仪鉴定，重组蛋白确为 B"6&C,，分子量为

"J)#V,，与理论推算值基本一致。

# 讨论

胆汁酸是胆固醇在肝内分解以及在肠肝循环中

的一组代谢产物，分为初级胆汁酸和次级胆汁酸，是

一类 ". 碳胆烷酸的总称，其共同结构特点是 B"位

上都有一个羟基。当肝功能损伤或肠肝循环发生障

碍时，血中 3U+ 浓度升高。血清 3U+ 检测是敏感的

肝功能指标之一，已成为肝功能试验的常规项目。

但胆汁酸在正常血清中的浓度很低（!!/012 水平），

不易检测，这就要求检测方法的灵敏度要高。自从

L( 年代由睾酮丛毛单胞菌中提取到高纯度 B"6&C,

后，3U+ 酶法测定逐步发展起来。目前 3U+ 检测多

用第四代的酶循环法［L］（图 "），通过脱氢酶—辅酶

体系循环底物，将微量的胆汁酸放大，提高了反应的

灵敏度。我国自上世纪 N( 年代末开始应用酶循环

法测定血清 3U+ 浓度，这十几年来所用试剂均从国

外进口，价格昂贵。因此，试剂的国产化长期以来备

受关注。要解决试剂的国产化，关键是解决工具酶

的问题。目前胆汁酸测定中所用的工具酶 B"6&C,
均是从睾酮丛毛单胞菌中直接提纯得到，酶蛋白的

得率低，价格昂贵，限制了 3U+ 测定的临床推广。

分子生物学技术的进步，极大地推动了蛋白质生物

合成的发展。Z/8A> 等［N，Q］已在大肠杆菌中成功表

达了融合 B"6&C,，但未对其性质作深入研究，也没

有将融合酶蛋白作为工具酶，应用到临床实践中。

图 ! 第四代 ()*酶学测定方法———酶循环法测定原理

F5T[" 349 %@5;=5%09 /? <49 3U+ 9;GH!7<5= =H=05;T !9<4/K

本研究以 %S3’#8 质粒为载体，成功构建了 B"6
&C, 的原核表达系统，经 Y\3P 诱导后，得到了具有

酶活性的融合蛋白。%S3’#8 作为载体所表达的重

组蛋白在其 * 端有一 J 个 &5> 组成的“标签”&5>6<7T，
对 *5" - 有较高的亲和力。因此，可用 *5" - 6C9%47@/>9
柱对融合蛋白进行固定化金属螯合亲和层析纯化。

另外，融合蛋白 * 端 &5>6<7T 后是一凝血酶切割位

点，可用凝血酶将 * 末端的 &5>6<7T 等序列切除，得

到与天然酶蛋白序列相同的重组蛋白。虽然带有 *
端的 &5>6<7T 和凝血酶切割位点，融合蛋白仍表现出

天然酶蛋白的活性，可催化雄酮等底物（B"6羟类固

醇）脱氢。与天然酶蛋白相同［’］，以雄酮为底物，

*+,- 和 345/6*+,- 分别为辅因子时，融合酶蛋白参

与酶促反应的最适 %& 分别为 ’()# 和 Q).，温度系数

W’(（"#$ ] B#$）为 ’)L。米氏常数 !! 是酶的特征性常

数，但在不同条件下，酶的 !! 值不同。从表 ’ 可看

出，由于测定条件中 %& 的不同，该融合酶蛋白与天

然酶［#］的米氏常数 !! 值有所不同，但相差不大，与

Z7>9@等［J］在大肠杆菌中表达得到的重组酶的 !!

值基本相同。温度和 %& 是影响酶的稳定性的重要

因素之一，该融合酶蛋白在 %&Q)( 时保存最稳定，在

BL$以下较稳定，.($以上酶活性则很快丧失。此

外，融合酶蛋白发挥催化作用并不需要金属离子的

参与，而有些金属离子如 F9B - 、F9" - 、R;" - ，则抑制酶

NQ. 微 生 物 学 报 .. 卷



的活性。因此，在酶活性测定和酶的保存以及将融

合酶蛋白作为工具酶测定血清 !"# 时，均可加入

$%!#，螯合重金属离子，防止金属离子对酶活性的

抑制。另外，在酶的保存和冷冻干燥过程中，缓冲液

的 &’ 应选择 ()*，还要加入海藻糖等稳定剂和保护

剂［+*］，保护融合酶蛋白的活性。

胆汁酸是 ,!-’.% 的作用底物之一，可将表达的

融合酶蛋白作为工具酶，进一步建立敏感的血清

!"# 酶促动力学测定法，将具有很高的临床应用价

值和经济价值。
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